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OPINION DEL TUTOR

Escherichia coli es parte de la flora anaerobia facultativa del tracto intestinal del hombre y de los
animales. Desde hace mas de dos décadas, Escherichia coli productor de toxina shiga (STEC) es
considerado un patogeno emergente transmitido por alimentos asociado a casos esporadicos y brotes de

diarrea, colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH).

Debido a esto razon en el Centro Nacional de Diagnostico y Referencia Departamento de Aguas y
Alimentos se empiezan a desarrollan las técnicas de: Aislamiento de E. coli O157 y PCR Convencional

para la deteccion de los genes de virulencia segun BAM-FDA: Stx1, Stx2, UidA, eacA y ehxA.

Este esfuerzo culmina con la realizacion de esta investigacion que lleva por titulo:

“Diagnéstico molecular y Convencional de Escherichia coli O157 en carne molida de res
comercializa en el Mercado Ivin Montenegro de la ciudad de Managua en el periodo de Febrero-
Marze del 2016”

Teniendo como proposito principal el conocer la circula de esta bacteria en nuestro pais.

Como tutor apruebo esta investigacion para que sea defendida por sus autoras.

Autoras:
Bra. Sara Gabriela Navarro Suarez

Bra. Gema de los Angeles Berrios Obando

Tutor:
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RESUMEN

El presente estudio es de tidescriptivo decorte transversakuyo principal objetivo fue
determinar la presencia d@escherichia collO157en carne molida de res que se expesde
el mercado Ivan Montenegro de la ciudad de Managua en el periodo Felareamde
2016

El universo estuvo conformado por 12 expendios que comercializan carne molidaale res,
muestra esta constituida por 2 lotes de 5mubstras cada uno de ellos dando un total de
10 muestras de carne molida analizaBara la seleccionedla muestra se utilizd el
muestreo no probabilistico por conveniensiutilizébase estadistica descriptiva y tablas
de contingencia. Para la elaboracion del documentalizaeion de la tablase utilizaron

los programasle Microsoft office Word,Microsoft office Excel

Los resiltados encontrados fueron 50%) (&ositivo en el aislamiento a través de medios
selectivos esto puede deberse a la influencia de varios factores entre los cuales podemos
mencionar: falta de higiene en la manipulaciénlalearne, el lugar de procesamiento y
sacrificio de las reses, lo que crea un medio favorable para el desarieohagichia coli

0157 y eldiagndsticanolecularde sus genes de virulencia que es de vital importancia para
producir la enfermedado quecabemencionar que con la realizacion del presente estudio

se comprobd que la prevalencia de este microorganismo en este tipo de alimento es muy

significativa para el mercado en estudio.

Recomendamos al CNDRINSA a realizar nuevos estudios &scheridia coliO157en
carne molida de resomercializado®n los diferentes Mercados del Pais para determinar la
frecuencia de esta bacteria y sgenes de virulencia lo que va permitir detectar

oportunamenté&.coli enterohemorragica.
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l. INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), lafelnedades de Transmision
por Alimentos (HA) constituyeuno de los problemas de salm@ds relevantes, tanto en los
paises desarrollados, como en los paises en vias de desarrollo. En los ultimos afios se
presentaron brotes ocasionados por patégenos emergentes. Entre los patdgenos bacterianos
emergentes se destacEscherichia coliO157en carne$FAO/OMS, 2005)

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen constituyendo
uno de los principales desafios para la Sakiste microorganismo esti asociado a
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs), desarrollando enfermedad diarreica
aguda (EDA), Colitis Hemorragica (CH), Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) o Purpura
Trombocitopénica (PTT), en seres humanos. La srddad es causada por la produccion

de grandes cantidades de una o dos toxinas producidas en vivo, causando severos dafios
intestinales y renales. La mayoria de los brotes provocaddsspberichia coliO157han

sido atribuidos al consumo de productos demedovina maktocida, por lo que la carne

molida es uno de los principales reservo(Riwvas, Leotta, & Chinen., 2008)

Para la determinacion de este agente existen diversas metodologias internacionales, entre
ellas la técnica de aislamiento #scherichia coliO157 norma segun FDABAM que

consta de 3 etapas: enriguecimiento, aislamiento e identificaeidtiliza para regerar
microorganismos patégenos, que se encuentran en bajo namero, a partir de muestras de
alimentos donde hay una elevada concentracion de microorganismos comeédisales
método de deteccidn son la separacion inmunomagnetica (Dynabeads) y las técnicas
moleculares entre estas la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa Convencional (PCR convencional).Técnica muy sensible que
permite la amplificacion de fragmentos pequefios de ADN especifRoss, Leotta, &
Chinen., 2008)



.  ANTECEDENTES

El primer aislamiento descrito descherichia coliO157 en el ganado bovino fue en
Argentina en 1977, en un ternero de menos de tres semanas de edad con colibacilosis.
Desde su aislamiento y reconocimiento como patdégeno en el ser hporgmomera vez
en el afio 1982 en los EE.UU. a partir de un brote de colitis hemorragica, debido al
consumo de hamburguesas elaboradas con carne bovina, se ha incrementado el nimero de

notificaciones de brotes y casos en el mundo

En Colombia un estudirevel6 una incidencia descherichia ColiO157en bovinos sanos

de 6.5%la alta incidencia encontrada en bovinos indica que el ganado sano es un reservorio
importante, este hecho indica la necesidad de potenciar medidas higiénicas en los sitios de
sacrifico de los animales y asi mismo la implementacion de programas edueaciona
respecto al proceso de coccion de las carnes; esencialmente en el area de mayor prevalencia
del patégena(Martinez & Platero, 2007)

En 2001en la universidad de Coérdoba se realiz6 un estudicEdeherichia coli0157
erterohemorragica: un agente etioldgico de diarrea y zooriasispoblaciones porcinas,

canal bovina y productos carnicos. Se procesaron 325 muestras fecales de porcinos, 100
muestras de canal bovina y 20 muestras de carne molida. Los resultados mostraron una
frecuencia de aparicion descherichia coli0157 de 4.6% emuestras fecales porcinas

el departamento de Cordol#226 en canales bovinas y 10% en carne mdigiim, |, &

Arrieta, 2001)



En 2003 se realiz6 un estudio en Lima, Peru”Aislamiento y caracterizacion de
Escherichia colO157a partir de carne molida de bovirabtenida en diferentes mercados

de abastos Se analizaron 195 muestras; Para determinar la presencia de shigatskjna (
stX) e intimina (eae A) se empled la técnica de PCR multiplex en tiempo real y para
enterohemolisina la prueba de hemdlisis. El 87.18% de la muestras fue positii. para
coli. Se obtuvieron 3 (1.54%) cepas He coli O157:H7, unastxl +/5tX2 +/ eaeAi y
enerohemolisina, unastxl +/ stX2 -/ eaeA + y enterohemolisiriay la otrastxl -/ stx2 -/

eaeAil y enterohemolisina +. También se obtuvieron 4 cepas (2.05%) dali 0157 no

H7, ninguna presentoé factores de virulencia. El estudio revelo el riesgoipbtEgueE.

coli O157afecte a la poblacién de Lim@éndez, Vergaray, Morante, & Flores, 2013)

En 2010 en provincia de Tucuman émgentina se realiz6 un estudiéDeteccion,
aislamiento y caracterizacion descherichia coliproductor de toxina Shiga a partir de

carne molidafrescd sediagnosticaron dos casos de sindrome urémico hemolitico (SUH).
Se recolectaron 53 muestras de carne molida fresca en carnicerias de la ciudad de
Concepcion. Para la deteccior, aslamiento y la caracteriggédn de STEC O15%e
utilizaron dos técnicas de PCR; Siete mueshuason positivagpara el gerstX2, de las

cuales 4 también fueron positivas para el fe@®157. Sin embargo, solo se aislo una cepa
deE. coliO157 biotipo C, portadora de los genes e, y ehxA (Jure, y otros, 2010)



1.  JUSTIFICACION

Las ETA constituyen un problema mundial ya que son una importante causa de
morbilidad y mortalidad y producen gran impacto econémico tanto por los gastos en
salud, como en las actividades econdémicas relacionadas con la produccion de alimentos
Las acciones de prevencion y control se han complicado debido a factores asociados con
cambios globales, tales como elamgiento de la poblacion, la pobreza y la urbanizacion
(FAO/OMS, 2012)

Los productos carnicos son el segundo alimento de mayor demanda en los mercados
capitalinos dado a su elevado contenido nutricional. Segun los informes y registros del
MINSA estosforman parte de los productos mas vinculados a Enfermedades Transmitidas
por Alimentos en Nicaragua, ademas afirman que los sitios que originan las mismas son:

Los hogares, los comedores populares (fritangas) y las escuelas. (Gutiérrez, 2009)

La preocupaidn de este producto se basa da frescuraque presta a losaspectos
sanitarios;por su propia naturaleza y origemp s6lo es muy sensible a la alteracion, sino
que frecuentemente esta tambigplicada en la difusién de enfermedadesmitidas
con lbs alimentos; apesar de los muchos avances que han teaghr ken los dltimos 100
afios enla higiene del procesado de este alimento,ré&oqupacion por el papel de los
productos carnicos como causa de toxiinfamesoesta aumentando en lugar de dismigu
suimportanciacomo problema de salud publica es por su produccidoxiteas producidas

por Shigella dysenteriae

Debido a la importancia clinica de este microorganismo y a las pocas investigaciones
publicadas en Nicaragua, decidimos realizar un estudio de diagnostico Molecular y
convencional dé&scherichia coliO157 encarne molida de res expendidos en el Mercado

Ivan Montenegro uno de los mercados mas visitados del pais.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Planteamiento del problema para el objetivo general:

¢ Estaran las carnes molidas comercializadas en el Mercado Ivan Montenegro de Managua

contaminadas colBscherichia coli0157?

Planteamiento del problema para los objetivos especificos:

¢, Se podraralizar la presencia descherichia coliO157 en carne molida de res por el

método de la FDA segun Manuahalitico Bacteriologic8

¢, Se detectaran lagenes de virulenciadStx, Stx, eaeA, uidA y ehx@8e Escherichia coli

0157 mediantéa técnica de PCR convencional?



V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia @scherichia coliO157 en carne molida de res que se expende en
el mercado Ivan Montenegro de la ciudad de Managua en el periodo Fdbrzmde
2016

Objetivos especificos

1. Analizar la presencia descherichia coli0O157en carne molida de res por el

método de la FDA segunaiualAnalitico Bacterioldgico

2. Determinar genes de virulenci@tx, Stx, eaeA, uidA y ehxde Escherichia coli

0O157mediante la técnica de PCR convencional.



VI. MARCO TEORICO

1. Generalidades de=scherichia coli

Escherichia colies una bacteria perteneciente a la famiiaterobacteracegees un
microorganismo gram negativo, aerobio o anaerobio facultativo, sus cepas forman la mayor
parte de la flora comensal del tubo digestivo de animales y humanos, eliminandose por las
hecesal exterior. Por esto, deecuente que se encuentren en el medio ambiente, donde son
capaces de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su
aislamiento constituye un indicador de contaminacion f¢Banivento, Molina, &
Maestre, 2011)

1.1. Estructura antigénica

Las Enterobacteriaceaposeen una compleja estructura antigérieaharclasificado mas
de 150 diferentes antigengsmaticos O (lipopolisacaridosg¢rmoestables, mas de 100

antigeno«K (capsuares) termolabiles y mas de &ftigenos H (flagelares).

Los antigenos @on la parte mas externa de la pared de la célulariaaeteyconstan de
unidades repetidas de poligaidos. Algunos polisacéridos €ntienen azlucares Unicos.
Los antigeno®© son resistentes al calor yatohol, generalmente se detectardiaete
aglutinacion bacterian&.os antigenos K son antigenos O externdsesalgunas, pero no
todas, lasEnterobacteriaceasAlgunos son polisac@os incluso los antigenos K de la
Escherichia coliotros son proteinas. Los argfgps K pueden interferir con #glutinacion

por antisuero @ a veces se asocian con virulencia.



Los antigenos H se localizan sobre los flaggl®e desnaturalizan o retirarediante calor

o alcohol. En las variedades 8acterias dotadas de motilidae les puede conservar
mediante tratamientaa formalina. Estos antigenossid aglutinan con anticuerpos H. Los
determinantes de los antigenosséh unafuncién de la secuencia de aminoacidos en la
proteina flagelar. Losnicroorganismos tienden a cambiar de uasefa la otra; esto se
denominavariaciéon de fase. Los antigenos H sobre lpedicie de la bacteria a veces

interfieren con la aglutin&en por anticuerpos ar@®. (Martinez & Platero, 2007)

2. Clasificacion de Escherichia coli

2.1. Escherichia colienterotoxigénica (ECET)

Colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis aisque tienen diversas
formasdenominadas CFA£colonization factor antigens3iendo su princidanecanismo de
patogenicidad Iaintesis de alguna o ansbanterotoxinas llamadas toxitexmolabil (LT)

y toxina termoestable (ST). Sus gerestan en un p&mido quetambién puede tener
informaciongenética para los CFA’s, aunque algunos genes de SThanbantrado en
transposonesLas toxinasLT y ST aumentarel nivel intracelular de cAMP ¢ GMP
respectivamente,ug se encuentran en la membrdedas céllas inestinales, provocando

la salidade agua iones.

Las ECET son importargs en lactantes, principalmeme nifios menorede dos afios, y en
particulardurante los primeros semeses de vida. La frecuenda aislamiento de &s

grupo patogeno de E. coli eifios con diarrea es de 10 a 30%



2.2. Escherichiacoli enterohemorragica(ECEH)

Es caracterizadpor dolor abdonmal, diarrea acuosa con sangr@oco o nada dedbre,
cuadro al que se le llanablitis hemorragica (CHy que era debido a la ingestida carne
cruda o mal cocida.1lla bacteria aislada d®dos los casos fu&. coli del serotipo
0O157:H7 Karmalien 1983, la asocidon casos aislados de sindroarémico hemolitico
(SUH) caracterizado por dafio renalgudo, tombocitopenia y anei@ hemolitica
microangiopaticaprecedda por diarrea con sangre, clanpresencia en heces e coli

productsa de una citotoxinaon actividad en células Vero, por lo que selldena
verotoxina (VT), y a las cepas capaces de prolduse les denomindscherichiacoli

verotoxigénicas (VTEC).

La capacidad toxignica de las cepas es necespdga que el pacienteesarrolle colitis
hemorrégica ydiarrea con sangre, ya queci¢otoxina STX es el principahecanisro de
patogenicidag susintesis esta relacionadanda presencia del bacteri6éfagd X, que esta
insertado en el genomademas de la toxindienen otros racanismos de patogenicidad
comoel fendbmeno de adherencia y esfacelacion (A/pyegentan el gereromosomakae
que codifica para la proteinde membranaxterna (OMP) de 94 kilodaltonekDa),
llamada intinina, cuya expresion es regulau@ genes plasmidicod; geneeaetambién se
encuentraen las cepagle Escherichia colienteropatbgenaEPEQ. Otro factor de
pabgenicidad esel plasmido pO157de 60 megadaltones (MDa), quedifica para la

enterohemolisina.

2.3. Escherichiacoli enteroinvasiva(ECEI)

Este grupoy Shigellaspp estan relacionados genéticebioquimicamente ya guson
descarboxilasa negativas) moviles ylactosa negativas. El mecanisme patogenicidad
de Escherichia colienteroinvasivakCElI) es la invasion del epitelidel colon; para ello el



primer paso es la adherencialdebacteria a las vellaades de la mucosa requiriende
mucinasay adhesinas, para después entrar pndocitosis a la célulay posterior

multiplicaciondentro de laélula y diseminacion a célulaanas adyacentes.

Los sintomas caracisticos en personas infectadasn diarea acuosa, con sangre y moco,
pero alguns casos solo presan diarrea, ésta en ocasiomssindiferencible de la que
produceEscherichia colienterotoxigénicalLa cepa se asagimas con brotes que con casos
aislados, en los cuales lensmision puede ser de persangersona, por ingestiored
alimentos y agua contaminadanvirtiéndose en un patdgeno importaatenifios mayores

de seis meses.

2.4. Escherichiacoli enteropatégena(ECEP)

Fue el primer grupo quse identificé serolégicamengese asocié ao casos de diarrea en
infantes, siendo la acherencia su principal factor dpatogenicidad. El paeso de
adherencia intima entrda bacteria y la membna de las células del epiteliatestinal,
seguida de la destruccion deniécrovellosidad, co polimerizacién de actina, que lleva a la
alteracon del citoesqueleto en el sitio deulaion de la bacteria, debido al aumento de los
niveles de calciantracellar y de proteina cinasa C, balo denominad@dherencia y

esfacelamiento (Ad).

Las cepas EEP se consideran tipicas cuantienen losgenes eae parla intimina, que
participa enA/E, y el plasmido BF que codifica para el Bfp; sdice que son atipicas
cuando sélo presentan los geme® pero no el plasmido EAPuedeocasonar brotes o
casos aislados dakarrea. Este grupafecta prin@almente a nifiosienores de seis mesy

a los de dos anos.



2.5. Escherichiacoli enteroagregativa

En estudiogosteriores se enntro el fenotipo de adheren@gregativa, caracteada por
autoaglutinacion de labacterias entre si y por serespecifica, p@ue las bacteriase
adhieren a lassuperficie de las células H&y a la superficie decubreobjetos libre de
célulasHep-2.

La adherencia a adbs Hep2 y la hemaglutinaciode eritrocitoshumanos se debe a la
presenciade una fimbriao adhesinaléxible llamada fimbria Ide adherencia agretia

(AAF/I), codificada por eene aggA que se amntra en un plasmido de 60 MDa.

2.6. Escherichiacoli de adherencia difusa

Las cepas de E. cadlie adherencia difusa, no formamcrocoloniascuandose adhieren a
células Heg. Se sabe poco de su meisamo de patogenicidad pese ha caracterizado
unafimbria de superficie, conocidaomo F1845involucrada en el fenémeno de adherencia
difusa.Los genes que codifican para eftabria se puedeencontrar en el cromosoma o
en unplasmido. El fendmeno delherencia difusa tambiée ha asociado con una proteina
de membrana exterrde 100 kDa, en una jpa del serotipo 0126:H27, cuygsenes se han
secuen@do pero sélo se han encontratouna minod de las cepas aislad§Rodriguez
g., 2002)

3. Escherichia coliO157

Escherichiacoli O157 pertenece al grupo deéscherichiacoli enterohemorragicaes un
patdgeno emergente asociado a enfermedades transmitidadinpentos. En 1982 fue
reconocido por primera vez como patdégeno humano responsable de dos brotes de diarrea
sanguinolenta severa que afectaron a 47 personas en EE.UU. Los brotes fueron asociados

epidemiologicamente con hamburguesas contaminadas, consumidasestaurantes



pertenecientes a una cadena de comidas rapidas. A partir de entonces numerosos brotes han

sido notificados en distintas partes del murifartinez & Platero, 2007)

3.1. Caracteristicas Boquimicas

Dentro de las caracteristicas bioquimicas diferenciale€stierichia coli 0157 se
encuentran las siguientes: no fermenta el sorbitol en 24 horas, no posee capacidad
glucuronidasay no crece a temperaturas de48}5°C. Escapaz de crecer en ambientes
muy acidos (pH 2,5 a 3,0), multiplicarseeanperaturas tan bajas como 7°C y mantenerse

viable durante meses en canmmgelada a20°C (Blanco y col., 1996a).

3.2. Factores de Virulencia

3.2.1. Citotoxinas. Las toxinas Shiga (Stx) son el principal factor de virulencia de
EHEC poseen estructura de subunidadesB Ay estan codificadas por
bacteriéfagos insertados en el cromosoma bacterianabumislad A (33 KDa)
es la partdiolégicamente activa y la B (7/6Da), presente enmtco copias, es
la que se une akceptor celular especifico globotriaosilceramida (Gb3).Las Stxs
se clasifican en dos tipos, Stxl y Stx2, (seda neutralizacién del efecto
citotoxico en células Vero o Hela con anticuerpos esigesifo por la
deteccidn de logenestx mediante técnicas de biologia molecutrgrupo de

Stx1 eshastante homogéneo.

Las cepassCEH de origen humano, animal o de alinenpueden producir Stx1,
Stx2 ovariantes de Stx1 o Stx2, solas 0 en combinac&rdas 0 mas toxinas
(Stx1/Stx2,Stx1/Stx2v, StxUStx2, Stx1c/Stx2d, Stx2/Stx2v).



Si bien los miembros de la familia de Stx muestran gindilen su estructura y
funcién, cada uno de los subtipos presenta grandes diferencias exigdad en
tejidos celulares ¥n animales. Stx2 tiene una actividad citotoxica d& 4000
veces superior a StxAsimismo, se ha determinado que Stx1 y Stx2 son mas
citotéxicas en células Vero qulas variantes Stx2c y Stx2d, esto se debe
principalmene a laexistencia de diferencias en $@cuencia nucleotidica de la

subunidad B responsable daut@on de la toxina al receptor Gb3.

3.2.2. Plasmido pO157 Este plasmido de 90 Kb, se encuentra en la mayoria las cepas
de EHEC 0157y contiene diversos genes que codifican para logiesites
factores de virulenciaesg® (serina proteasa extracelulakRatP (catalasa
peroxidasa)hlyA (enterohemolisina)etp (sistema de secrecion tipo Il) y para
una fimbria quepodria estar involucrad en lacolonizaiéon inicial de los
enterocitosEn algunos serotipos de STEC-0457 se identificaon plasmidos
con una secuencisimilar al pO157. Sin embargo, el rol preciso de los genes
codificados en estos aun no filieicidado.

3.2.3. Factores deadherencia intestinal

V Codificados en la region LEE (del inglés,locus of enterocyteeffacement) del
cromosoma. En la misma se encuentra el gg@m el cual codifica una proteina
denominada intimina responsable de la union intima dadgeria alenterocitosy
de ladesorganizacion de lasicrovellocidadegon producaen de la lesion AE (del
inglés, attaching andeffacing). La formacion de lesién B/esta asociada con un
drastico reordenamiento del citoesqueleto de la célulesped, dando como
reaultado la produccion de una estructura con forma de pedestal rica en actina

polimerizada La region LEE codifica ademas reguladorganscripcionales,



chaperonasl sistema de secrecion de tipo Il (TTSS) empleadel éransporte de
las proteinagfectoas hacia la célula huésped, translocadoresptgimas efectoras
incluyendo al receptotranslocado de la intimina denominado Tir (del inglés,
translocatedntimin receptor).Se considera que ciertos serofipie ECEH -LEE
positivos (0157 026:H11,0111 NM y 0145: NM) son altamente virulentos y

estan asociados a brotes y casgygoradicos de enfermedad severa en humanos

V Codificados fuera de la region LEE. Se ha descrito un grupo adhesinas

relacionadason la adherencia de las ceg3EH

Al enterocito, las adhesinas lha (del ingliésn regulated gene Aomologueadhesin);

Efal

(Del inglés, EHEC factor for adherence); LPFO157/©1141; LPFO157/Gll54 vy
LPFO113/04154 (delinglés,longpolar fimbria). Estas adhesinastan codificadas en islas
gendmicas unicas de. coli EDL933. Otras tres adhesindxxB (proteina identificada en
pO157 Saa (del ingléesSTEC autoaggutinatingadhesin identificada en cepas LEE
negativas) Sfp (del ingléssorbitol fermenting plasmid estn codificadas en el
megaplasmido de cepas STEC Si bien los serotipos difieren en su virulencia, la incidencia y
la severidad de lasfecciones no pueden atribuirse Gnicamente a los factores de virulencia
de STEC, sin@ue son el resultado de la interaecdel patégeno con factores del huésped

y el ambiente(Rivas, Leotta, & Chinen., 2008)

3.3. Patogénesi® Inmunidad

Los genes responsables de los factores de virulencia suelen estar asociados en grupos
denominados Islas detogenicidadkstas agrupaciones se v@nfirmadoevolutivamente

y confieren ventajas a los patégenos emergdfgekerichia coliO157 coloniza sobre las

células epiteliales intestinales con formacdmuna lesién histopatolégica caracteristica

donde salestuyen las microvellocidades la vez que produce unansasCitotoxinasque



sontransportadaatraves de la barrera epitelial. La diarrea es generalmentéraiitmla y
un promedio de 8iasse caracteriza por el dolor abdominal y comienza siendusaqero

se vuelve prontsanguinolenta

La lesion causada a los enterocitos, induce a estos a liberar citoquinas proinflamatorias,
como la interleucina 8 (H8), simultaneamente intervienen células del sistema inmune las
células M del epitelio intestinal toman muestra de los antigenos bacseeiamducen a los
macrofagos a liberar interleucina 1 {1l) por el factor de necrosis tumoral (TFN) una serie

de eventos del sistema inmune resultan en un incremento de la citotoxicidad y el dafio
ocasionado a las células endoteliales de los pequefiossaagnsgneos lo que puede causar
Sindrome UrémicaHemolitico (SUH) que se caracteriza por anemia, trombocitopenia y

fallo renal
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Adaptado de Rivas, et al., 2008.

Se conocen otras adhesinas que permiten colonigaestino,la mayoria de I&TECque
producen una diarresanguinolentéienen en comun ehecanismo de adhesigon las que
actualmente salenominanenteropatdgenael cual esta codificado en una zona del
cromosoma denominada isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte Effcékttien

estan los genes que codifican para producir una lesion histopatolégicadépamainada



A/E, consiste en latrofia de lasmicrovellocidadesle la mucosalel intestino delgado y la
adherencia intima de la bacteria @édulaepitelial. Dentro dda islaLEE se encuentran los
geneseae, esp, tiy esc Los genegaehan sido asociados adacreciorde una proteina de

94 a 97 kd llamada intimina y que es responsable de la adhdrgimmde la bacteria al
epitelio intestinal. Los genessp son los responsables de laecrecionde proteinas
necesarias para activar sefiales de transduccién a través del epitelio que conducen a la
destruccién del citoesquelethos genestir codifican una proteindir (Translocated
intimin receptor), que luego de prodida es exportada y después de ser fosforilada se
inserta en la membrana del epitelio intestinal del humano sirviendo de receptor de la
intamina. El grupo de genescpertenece a un sistemaskzreciorde tipo Il que codifica

para las proteinas respabes de la exportacion de factores de viruleksizherichiacoli
0157:H7 tiene ademas uplasmidode 60 MDa (pO157) que codifica para una serina
proteasa extracelular (espP), Catalaseoxidasa (KatP), enterohemolisina (hlyA), sistema

de secrecidéntipo Il (etp) y fibrinas involucradas en leolonizaciéon(Lound & Tanaro,

2013)

3.4. Transmision de laEscherichia coliO157

El organismo puede vivir en los intestinos de ganado saludable. La carne puede
contaminarse durante ptoceso de sacrificio por contacto fecal. Las bacterias presentes en
las ubres de las vacas o en los equipos de ordefio pueden también contaminar la leche

cruda.

La infeccion en los seres humanos generalmente ocurre por la ingestion de alimentos
contaminaos. No se transmite por el aire ni a través del contacto normal interpersonal,
aungue la transmision de persona a persona en hogares, centros de atencion de nifios y

ancianos, por la via feeatal, si puede ocurrir. Los nifios pequefios usualmente expulsan



los organismos en sus heces durante una semana o dos después de haber rebasado la

enfermedad. Los nifilos mayores rarateeson portadores asintomaticos.

3.5. Alimentos asociados a la infeccion

Hamburguesas de carne crudas o poco cocinadas han iespdidadas en casi todos los
brotes documentados y en los casos esporadicos. La leche cruda también ha estado
involucrada ercasos de la enfermedad. Otros alimentos, sin embargo, pudieran ser fuente
de infeccion(Rodriguez, Batist, & Feal, 1997)

3.6. Periodo de incubacion

El periodo de incubacion de la enfermedad causadia fsLEH O15%aria de 1 a 16 dias.
La mayoria de las infecciones se manifiestan después de 3 a 4 dias; sin empariguicel

medio de incubacion es dalfas.

3.7. Manifestaciones Clinica

Los humanos pueden infectarse de forma asintomatica o pueden desarrollar diarrea acuosa,
colitis hemorragica y/o sindrome urémico hemolitico. La mayoria de los casos sintoméaticos
comienzan con diarrea. Algunos casogesielven sin tratamiento en aproximadamente

una semana, otros evolucionan a colitis hemorragica en unos dias, que se caracteriza por
diarrea con sangre profusa y visible, acofigaa de distension abdominaleyp muchos

casos, espasmos abdominales.

Algunospacientes presentan fiebre baja, en otros, la fiebre esta ausente. Se pueden observar

nauseas y vomitos, y es posible la deshidratacién. Muchos casos de colitis hemorragica son



auto limitantes y se resuelven en aproximadamente una serbanaolitis gravepuede
provocamecrosis intestinal, perforacion o el desarrollo de estenosis en el colon.

El sindrome urémico hemolitico se produce en 16% de los pacientes con colitis
hemorragica. Este sindrome es mas frecuente en nifios, ancianos y personas
inmunodeprimilas. Generalmente, se desarrolla una semana después del comienzo de la

diarrea, cuando el paciente se estd mejorando.

En ocasiones, los nifios desarrollan SUH sin diarrea prodromica. Este sindrome se
caracteriza por insuficiencia renal, anemia hemol§iceombocitopenia. La importancia
relativa de estos signos varia. Algunos pacientes con SUH presentan anemia hemolitica y/o
trombocitopenia con poca o ninguna enfermedad renal, mientras que otros presentan
enfermedad renal significativa pero sin trombmoénia y/o hemdlisis minima. Son
habituales losignos extraenales, incluso los relacionados al SNC con letargo, irritabilidad

y convulsiones.La forma del SUH que generalmente se observa en adultos, especialmente
ancianos, en ocasiones sendmina puUrpa trombocitopéniatrombotica (PTT.

(Eschecrichia coli enterohemorragica, 2010)

3.8. Tratamiento

No existe una terapia especéipara las infecciones causadapscherichia coliO157. Si
bien, esta bacterias susceptible a la mayoria de los agentes antimicrobianos utilizados
comunmente, aun no se confirmae el antibidtico aporte algun beneficio parpadiente

ya que puede barrer la flora normal y causar una reinfeccion por Shigella.

No deben usar agentes antidiarosicque disminuyen la motilidadtestinal, pues estudios
retrospectivos sefialan un riesgumentado de evolucion a SUEh el periodo agudo del

SUH, el tratamientosta basado en el control de Wteraciones fisiopatologas como ser



la restriccion de gua y sal, las transfusiones sledimento globular, la dialisis peritoneal y

el adecuado aporte caloripooteico.(Rivas, Leotta, & Chinen., 2008)

3.9.

Prevencion

Al igual que para otros agentpstogenos, tener anineal y productos crudos libres de

STEC es practicamente imposible. A pesar de elloriemgjos pueden ser disminuidos

aplicando buenas practeale manufactura y deigiene estableciendguntos criticos de

control durante toda laadena de produccion del alimento. Las principales rasdidra

controlar la transmision de STEC y prevenir la infeccion son:

Aplicar controles en los puntos criticos de la elaboracion de alimentos.

a)
b)

9)

Asegurar una correcta y homogénea coccion de la carne

Tener especial cuidado con la coccion de la cprogda, ya que generalmente se
cocina bien la parte superficial, pero no en el interior, permaneciendo la bacteria
viable.

Utilizar distintos utensilios de cocina para trozar la carnda y para cortarlantes

deser ingerida.

Evitar el contacto de las carnes crudas con otros alimentos (contaminacion cruzada).
Asegurar la correcta higiene de las manos y utensikosogina. Deben lavarse
siemprecon agua y jabén antes y durante la prepamnag@los alimentos y después
demanipular carne cruda.

Lavar las manos con agua y jabon luego de ir al bafo.

Evitar el consumo de alimentos en lugares con alesnque puedan ser portadores
(Rivas, Leotta, & Chinen., 2008)



3.10. Métodos de Diagnostico

3.10.1.Cultivo

Muchas especies bacterianas son tan parecidas morfolégicamente que es imposible
diferenciarlas so6lo con el uso aeicroscopio En este caso, paidentificar cada tipo
de bacteria, se estudian sus caracterishicagiimicassembrandolas emedios de

cultivo especiales

3.10.2.Preenriquesimiento

La etapa de enriquecimiento se utiliza para recuperar microorganismos patogerses, que
encuentran en bajo nimero, a partir de muestras ickerdbs donde hay una elevada
concentracién denicroorganismos comensales. Por ejempo lbacterias gram positivas
sonmantenidas en una prolongada fase de letargo o diredasmninhibidas en el caldo

de enriquecimiento selectivo, permitiendo que las pocas cdlaleterianas de STEC 0157
entrenen fase logaritmica de crecimiento no inhibida, pudiendo competir mejor por su
supervivencia.

Normalmente los medios enriquecidos usados son agua tamponada con peptona
suplementada con 8 mg/litro de vancomicina, 10mg/litro de cefsulodina, suplementado con
20 mg/litro de novobiocina o 10 mg/litro de acriflavina para suprimir el crecimiento de

organismos Gram positivpAeromonas sppY Proteus spp.


https://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio
https://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Medio_de_cultivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Medio_de_cultivo

3.10.3. Medios Selectivos

V Agua Peptonada Bufferada Modificada con Piruvato

Digerido enzimético de caseina y acido Recopilacién de caseina son las principales fuentes
de nitrégeno, mientras que el extracto de levadura proporciona las vitaminas y minerales
esenciales en Modificado agua mkptona tamponada con piruvata. lactosaesla fuente

de energia dearbono.El cloruro sédico rantiene el equilibrio osmoticéiosfato de Sodio

y Potasio Fosfato son los agentes tampdmwvato de sodio se utiliza para estimular el
crecimiento, mientras ques antimicrobianogsgentesnhiben organismos distintosEacoli

0157

V Agar MacConkey con Sorbitol

El agar MacConkey que contiene 1% désbrbitol en lugar de lactosa (SMAC) es un
medio Gtil y barato sobre el que crece el E. coli que no fermenta el sorbitol en pequefias
colonias redondas blariogrisaceas. La selectividad se mejora mediante la adici@)5de
mg/litro de Telurito potasico ademas de @efixime (CTi SMAC), que tiene un mayor
efecto inhibidor frente a E. coli n6157 y otros no fermentadores de sorbitol, como
Aeromonas, Plesiomonas, Morganella y Proviteengue frente &. coli O157. Este el

medio mas sado para aisldt. coliO157. (OIE, 2004)

 Fundamento

Es un medio de diferenciacion parcialmente selectivo paagskamiento dée. coliO157a
partir de muestras clinicas, veterinariasnahtarias ynedioambientales.ds peptonas son
fuentes de nitrégeno.-Borbitol es un carbohidrato fermentable. La mayoria de las cepas

hemoragicas deE. coli no fermentan eborbitol y producen colonias incoloras en agar



MacConkey Sorbitol. Las sales biliares y eistal violeta son agentes selectivos que
inhiben el crecimiento de organismos gram positivos. El rojo neutro es un indicador del pH.
(Becton Dickinson and Company, 2003)

V CHROMagar 0157

Esté destinado para el aislamiento, la diferenciacion y la identificacion presunfivaale
0157Debido a los sustratos cromogéarscen el medio, las colonias decoli 0157
producir un color malva, permitiendo asi la identificacion presuntiva deakea plle

aislamiento primario y la difenciacion de otros organismos.

1 Fundamento

La caracteristica diferencial de los medios cromogéngm basa en la deteccion de la

actividad de dos enzimas:

1) b-D -galactosidasa presente en todas las cepak. deli independientemente del
serotipo.

2) b-D-glucuronidasa presente en la mayoria de las cepasatdi no-O157.

Cada medio comercial contiene diferentes cromdgenos para evidenciar laadctivid

enzimatica especifica.

Las colonias presentaran colorespecificos (segu el cromogeno utilizado por el
fabricante) que van a orientar la obtenciérEdeoli O157NM. (Rivas, Leotta, & Chinen.,
2008)



3.10.4.Pruebas Bioquimicas

Se debe confirmar bioguimicamente que las coloniascgeeen sobre medios solidos,
sospechosas de VTEC, son deok. Las VTEC son bioquimicamente similares a otras
E.coli. Las cepas de VTEC 0l14lfieren en que no fermeat el sorbitol yno producen

betd glucuronidasa.

V CALDO EC (Escherichia col)

lal actosa es hi dr o l-D-gakaalosidasp @nesente aen lasnbadteniess b
coliformes, generandose como subproductos glucosa y galactosa que, secuencialmente, son
metabolizados hasta &cidos y CO2; este Ultimo se detecta en las campanas de Durham.
Cuando la fermentacion de lactosa se lleva a cabo a 44.5 °C la prueba positiva indica
presencia de Escherichia coli. Las sales biliares inhiben el crecimiento de Gram positivos.
La peptona de caseina proporciona los nutrientes necesarios para el desarladlo de
bacterias y el cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmd@&ICO S.A. , 2010)

V EC-MUG (Escherichia colj Caldo con metilumbeliferil glucurénido).

La peptona biotriptasa proporciona al medio los nutrientes necesarios para el desarrollo de

las bacterias. Las sales biliares inhiben el crecimiento de Gram positivos. La lactosa es la
fuente de energia para los coliformes especialmente Escherichiaedd fjumentan con
producci-n de gas. E s ¢ h -®lucorbnidasa, que hctla gobreo d u ¢ e
el sustrato 4metilumbeliferit  b-glucuronido (MUG), transformandolo en -4
metilumbeliferona. Este compuesto se caracteriza por ser fluorescémteirgdise con una

lampara de luz UV de 366 nm, lo que permite su deteccion facilmente y por lo tanto, es un
indicador de la presencia de Escherichia ¢DIBICO S.A. , 2010)



V Agar Citrato Simmons.

El agar Citrato de Simmons se recomienda para la diferenciacion de la familia
Enterobacteriaceadasada en la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de
carbono. Un microorganismo que puede utilizar el citrato como fuente de carbono también
utiliza las sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno, éstas son degradadas a
amoniaco alcalinizando el medio con lo cual se genera el vire del indicador azul de

bromotimol de verde a pH neutro a un color azul a pH alcalino, considerandose de esta
forma la reaccién como positiva.

V (MIO) Movilidad, Indol y Ornitina

Es un medio que se utiliza para determinar la presencia de flagelos, asi como las enzimas
descarboxilasa de Ornitina y triptofanasa. Por lo tanto, sirve para determinar la movilidad

ya que, desarboxilacion de la Ornitina y produccion de IndGINDR,MINSA, 2004)

3.10.5.Separacion Inmunomagnetica

Se ha utilizado la separacion inmunomagnética (MS) c( ... o
técnica de concentracion selectiva para mejorar el aislami %??;

de E.cdi 0157:H7 donde laantidad de organismos es be o

Particulas paramagnéticas disponibles comercialment oo
bolas recubiertas con anticuerpo liiopolisacaridogLPS) | o . 3
se mezclan con la muestra de prueba. Las bolas con ba G99 U &=

ligada se separan del sobrenadante por un campo magnétict Fig.1:www.foodylife.com

después del lavadee ponen sobre agar selectivo y se incuban durante 18 horas a 37 °C

para aislar las colonias sospechosas. La técnica es especifisgratgupos La



recuperacion puede estar afectada por la relacion drgianismo,el caldo enriquecido

usado y el probleméde adsorcién no especifica de E. coli a las bolas magnéticas (que se

puede reducir mediante el uso de una solucion de fuerza magnética baja en el
procedimiento de IMS y lavado cuidadoso). Estos factores deberian tenerse en cuenta
cuando se trata de maxiar la sensibilidad de la técai para detectar E.cdl157 (OIE,

2004)

3.10.6.Inmunocromatografia

Y Ac anti-0157 + oro coloidal

Ac antiespecie

Ac anti-O157 + oro coloidal

Los formatos comerciales presentan wegion de ‘ |

siembra y una regiéinmunocromatografica, con

Antigeno 0157

una zona de ensayo y una aocontrol donde se . — e

producira lareacciérantigeneanticuerpo.

* Ac antiO157 + oro coleidal

150 pl Antigeno 0157

de caldo

V Fundamento

La muestra sembrada migra en una membrana de nitlagl En la primera porcion se
encuentra con una zona que contiene anticuerpos especdigagados con particulas de
oro coloidal. En casale estar presente el LPS O15g, formaun complejo antigero
anticuerpo(marcado con oro) que migra desde la regién de siembra leastona de
ensayo. En la zonde ensayo se encuentra fijo un segundo anticuerpcaceintPS O157.
Esteanticuerpocaptura al complejo inmune conjugado con particulas dg oeeela una
linea transversalvisible de color rojo. El remanente de la muestra continigmando a
través de la membrande nitrocelulosa hasta la zona control, donde se encnentra

articuerpos antespecie, queapturan y agregan los anticuerpos-@&tb7 marcados con



oro coloidal paraformar una linea roja visible. Esta reaccion es independiente de la

presencia de antigeno Becoli O157,indicando el correcto funcionamiento del ensayo

3.10.7.DiagnosticoMolecular

V Reaccion en Cadena de la Polimerag®CR)

Adaptado ddRivas, et al.,2008.
Es la amplificacion de fragmentos deseados de aci R ,
permitiendo asi detectar pequefias cantidades de ADN o ARN corprg@sion. Esta
metodologia se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa, que permite fabricar

una cadena de ADN complementaria a otra ya exist@aetro diagnostico docente, 2011)

Fundamento del método

Basicamente la PCR se deséa en tres pasos:

1 Desnaturalizaciéon Para que comience la

reaccion es necesario que el ADN templado I Eaisiniin - .m.g%“‘".“‘"l'
encuentre como simple cadena, para ello NYEER 1 ;N; 1'1' “'“1 L1
debe calentar a temperaturas cercanas al p ) Alineemiento del primer hibridizacion de sonda
de ebullicién (9695°C) durante unos minutos - ”hll'jlfl;f:u "5; L‘"f"‘lt“’j‘lf?
lo que provocard la ruptura de los puentes o l: S
hidrogeno itercatenarios y por lo tanto I %) Extension ,'.L),':, ‘
separacion de ambas cadenas. Dic EREREERRRRAUNRRNNAN
desnaturalizacion debe ser completa, ya qu i,\\i’;

111 {

. . |
es parcial pueden llegar desnaturalizar las L1l

hebras impidiendo lahibridacion de los

A pr i mer s o y un a(Ripas,éZQO&) r Fig. 2 www.laboratorioysalud.com




71 Hibridacion: Una vez desnaturalizado el ADN se disminuye la temperatura hasta
un rango entre 46 0 UC para conseguir gue <cada #dpr
especifica dentro de la cadena de ADN. Cada primer exige una serie de estudios
tedricos y experimentales paradeternar su t emperatura de fa
la temperatura es muy baja la unién se hara de forma inespecifica y si es muy alta

no se producira una union completa.

1 Extension: Consiste en la generacion de la cadena de ADN complementaria por
accion de la ADN polimerasa, ésta incorpora nucleétidos en el extremo 3' OH del
Apri mer o, utilizando como mol de | a cadene
La temperatura a la que se llexacabo este paso suele ser de 72°C ya que es la
temperatura a la que la Taqg polimerasa alcanza su maxima acthédespeticion
de los ciclos de PCR permite la amplificacion del ADN en forma exponencial,
pudiéndose obtener aproximadamente 1.000.000ogéas a partir de un solo

fragmento de ADN original luego de 20 ciclos.

V PCR Convencional

La Reacciéon en Cadena de la Polimarad?CR (siglas de su nombreieglés polimerasa

chain reactioh permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA
(acido desoxirribonucleico). El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccion
es disponer de fragmentos cortos de ADN de cad@areilla complementarios a los
extremos del figmento servirian como cebadores para que un enzima polimerasa sea capaz
de incorporar nucleotidos complementarios a la cadena molde. Una vez completada la
reaccion la cantidadle fragmento amplificado se puede visualizar mediante técnicas

sencillas desemracion de fragmentos de DNA.



— 224 pb (stx)

pb (stx)
0 pb (CIA)

Adaptado ddRoldanet al.,2007

V PCR Mdiltiple

Es la Modificacion de la PCR convencional y tiempo real, su principio comprende la

amplificacion de dos o mas moldes de ADN, diferentes entre si, en unanedian.

V PCR en Tiempo Real

La PCR en Tiempo Real se diferencia de la P@RvEncional en que permite monitorear

en cada ciclo la aparicion del ADN producto de la reaccion mediante el uso de sondas
fluorog®ni cas que fAi | uncanidacde ADNfplesente encaglan 0 mo s
ciclo de amplificacion. Cada vez que se realiza una copia del ADN molde se libera
fluorescencia, por lo que esta es proporcional a la cantidad de ADN generado. Ademas, el
sistema de PCR en Tiempo Real brinda mayor seigsitily especificidad, son pruebas

rapidas, confiables y permiten procesar grandes cantidades de muestras en menor tiempo.

El resultado de PCR en Tiempo Real se visualiza egrafico de amplificacion. En él se

expresa la fluorescencia leida por el terrdacior en el eje de las ordenadas y el nimero de



ciclos de la PCR en el eje de abscisas. De esta forma, la curva de amplificacién consta de
unafase inicialdonde la produccién de fluorescencia (DNA producto) esta por debajo del
nivel de deteccion del tewniclador, una segunda fase en la que se da un incremento de la
fluorescencia, la cual es darma exponenciaén su inicio, y una tercera faggelatey

donde finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia.

Fase Meseta

§ - 5 4
somod | | L[ |1]!]]|Fadelexponencial [ || ||| r/ﬁ::a
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o
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Fig 4. Amplificacién de PCR en Tiempo Real mostrando las tres fases de

las que consta. ¥ fase inicial, 72 incremento exponencial y 8 plateu

El nimero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescentes alcance el nivel umbral, se
conoce como Threshold cycle (CT) ests el parametro en el cual se fundamenta la

cuantificacion. A mayor CT, menegera la cantidad de DNA blanco

3.10.8.Ventajas del PCR Tiempo Real

La principal ventaja del PCR tiempo real son la rapidez y la sensibilidad, debido a que
obvia procesoadicionales de deteccion. El uso de sistemas cerrados disminuye el riesgo de
contaminacion. Los sistemas de PCR tiempo real permite cuantificar la concentracion
inicial del ADN presente en las muestras con mayor sensibilidad en relacion con los

procesos d®CR convencional.



Las desventajas de utilizar PCR tiempo real son el costo de reactivos para su elaboracion y
la necesidad de disefios experimentados mas estrictos ante la gran sensibilidad que ofrece la
técnica (Fonseca Mendoza & Mateus Arbelaez, 2010)



VIl. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Descriptivodecorte transversal realizado en los mesefgbleeremarzodel 2016.

Area de estudio

Mercado lvan Montenegro.

Universo
El mercalo Ivan Montenegro cuenta con &2pendios que distribuyen carne molida
Muestra

La muestra esta constituidaor 2 lotes de 5 sulnuestras cadano paraun total de 10

muestras de carne molida analizada.

Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia
Criterios de inclusién

+ Carne molida no congelada

Criterios de exclusion

+ No aplican carne de supermercados o empresas distribuidoras.



Muestreo y Transporte de la muestra

Paa el muestreo nos trasladamasMercado Ivan Montenegro para la recoleccién de la
muestra para dectar la presencia descherichia coliO157, se tomarorcarne molida con
pesos de 2.5 libras por cada expendio en las condiciones normalegalel y®iblico y se
transportaro refrigeradas alaboratorio de microbiologia de alimentos @NDR-Minsa
sitio de procesamiento dlichas de muestra. Se utililgtécnica recomendada por la FDA

para productos carnicos de muestras no compuestas.

Analisis y procesamiento de los resultados

El analisis estadistico se utiliz6 en base estadistica descriptatdlag de contingencia.
Para la elaboracion del documento y readigan de la tablas se utilizé Igwogramas
Microsoft office Word, Microsoft office Excel y Microsoft office PowerPoint palaborar

dela presentacion de la defensa.

Consideraciones éticas

Se realizé una carta de solicitud dirigida a la Direccién del Centro Nacional de Diagnostico
y Referencia CNDRMinsa solicitando el permiso de procesamiento de muestras de dicho
estudio. La informacion que sbtuvo se manejé bajconfidencia por los investigadores.

No se realizé carta para No se pidié consentimiento a los expendedores por que el producto

fue comprado.



Materiales e Instrumentos a utilizar:

Campana de seguridad tipo 2.
Balanza analitica.

Stomacher 400irculator.

Centrifuga 5424 Eppedenfort.
Thermomixer confort Eppedenfort.
Step One PLus Applied Biosystems.
Vortex

Incubadora.

© 0 N o g h~ wDdhPE

Pipetas automaticas.
10.Puntas.
11.Espatulas

12.Tijeras

13.Pinzas

14.Mecheros

15.Bolsas stomacher
16. Platos Petri
17.Gradillas

Medios decultivos

1. Agua peptona bufferada modificada con piruvato (MBPWp) y Suplemento
acriflavinai cefsulodine’ vancomicina (ACV) a una concentracion de 22.5 mg/10
mL

2. Agar MacConkey sorbitol con Cefixime [0.1 mgATJelurito [5 mg/L] (SMAGCT)

3. Agar tripticasasoja con extracto de levadura (TSAYE)



Aislamiento deEscherichia coliO157segun el BAMFDA

Preparacion de Antibidticos

V Medio MacConkey + Sorbito + Telurito de PotaSiag/L+ Cefixime0.1 mg/L

x Pesar 0,25 g de Telurito de Potasio y disolver en 100 ml de agua y esterilizar por
filtracion de membrana. Concentracion de 2.5 mg/L. Guaidantibidtico a
temperatura de cuarto por 1 mes.

x Agregar 2 ml a 1000 ml de agar MacConkey para una concentfabde 5
mg/L

x Pesar 5,0 mg de Cefixime y disolver en 100 ml de agua y esterilizar por filtracion
de membranaConcentracion de 0.05 mg/L. Guardar a 3 “Q%C por 1
semana.

x Agregar 2 ml a 1000 ml de agar MacConkey para una concentracion final de 0.1
mg/L

V Suplemento para Agua Peptonada Bufferada con piruvato APBp Acriflavin
CefsulodinVancomicina (ACV)

x PesarR25 mg de Acriflavin y diluir en 100 ml de etanol al 95Bsterilizar por
filtracion de membranpara la cantidad de 50 muestras.

x Agregar 2 ml de este suplementoaala botella dd50 ml de APBp

x  PesarR25 mg deCefsulodiny diluir en 100 ml de etanol al 95.%sterilizar por
filtracion de membranpara la cantidad de 50 muestras.

x Agregar 2 ml de este suplemento a cada botella dei8e APBp

x Pesarl80mg deVancomicina y diluiren 100 ml de agua destiladstéril
Esterilizar por filtracibn de membrapara la cantidad de 50 muestras.

x Agregar 2 ml de este suplemento a cada botella de 450 ml de APBp.



Enriguecimiento

x Pesar 50r de la muestrde carne molidan una bolsa stomacher.

x Agregar a la bolsa450 ml de Agua peptona bufferada modificada con piruvato

(mBPWp) y Suplemento acriflaviriacefsuloding vancomicina (ACV).

x Mezclar.

x Incubar a 42 °C durante 24 horas.

Aislamiento

Después de 24 h de incubacion en el medio de enriquecimiento APBp
Antibiéticos, realizar dilucionesl0? y 10* y sembrar en Agar MacConkey +
sorbitol +Telurito de Potasi® mg/L + Cefixime 0.1 mg/L

Incubar a 37°C por 24 horas.

Caracteristicas de col@s en agar SMAQ: colonias pequefias y transparentes.

Caracteristicas de colas en CHROMAgarO15Colonias pequefias, color malva.

Dynabeads antiE.coli 0157

9)
h)

Separacion inmunomagnetica:

Removera magneto.

Resuspender el Dynabeads pipetear 20 ul &rbel

Adicionar el 1 ml del prenriquecimiento y cerrar el tubo

Invertir el Rack Dynal MPES eincubar a Temperatura de cuarto por 10 minutos.
Agitar continuamente. Insertar el tubo en el plato magnético e invertir el ra8k por
minutos

Abrir el tubo,aspirar y descartar la muestra.

Adicionar 1 mide aguale lavado PBS Teew 20.

Repetir el paso-B

Repetir el Paso-3



)
J)

Resuspender el Dynabeads con 100 ul del agua de lavado Listo para la Deteccion
Agregar 25 ul al medio SMAQ y 25 ul para El medio CHROMagO157.

Otras Pruebas

b)

d)

b)

d)

b)

d)

Produccion de Indol

Inocular colonias sospechosaskseherichia coliO157en MIOe incubar a 37°C
por 1824hr.

Luego se incorporar-8 gotas de reactivo de Kovac por la pared interna del tubo
Positivo:color rosadantenso.

Negativo: color transparente.

Prueba de citrato:

Tomar una colonia aislada sospechdsaer Escherichia coli O1%7se inocula en
estria en la superficie del medio (pico de flauta).

El tubo se incuba a 37°C durante28horas.

Positivo: Se observa amlor azul

Negativo: No hay viraje de color.

Caldo EC:

Tomar una colonia aislada sospechdsaer Escherichia coli O1%7se inocula en
el caldo.

El tubo se incuba a 44.5°C durante2dBhoras.

Positivo: Se observa produccion de gas en el tubo de Durha

Negativo: No se observa produccion de gas en el tubo de Durham.



V Caldo EC + MUG:

a) Tomar una colonia aislada sospechdsaer Escherichia coli O1%7se inocula en
el caldo.

b) Eltubo se incuba a 37°C durante28horas.

c) Positivo: Se observa Fluorescente.

d) Negativo: No se observa Fluorescencia.

Extraccion de ADN

En un vial agregar 200l de Agua estéril libre de ADN.
Agrega de 3 colonias sospechas de Escherichia coli 157
Incubar 10 minutos en el ThermoMixer a“@®

0N PE

Centrifugar a 12000 rpm x 3 minutos.

5P Multiplex PCR para confirmar la O157

Para el control positivo, se us@®N de una céD157, colonias grises (CECT 4387) para la
deteccion de los 5 genes de virulen8ag( Stx, eaeA, uidA, ehxA

Preparamosina mezcla maestra 10X de los cebadores comtienen 2uM de los 10
cebadores. La mezcla maestra de los cebadommaeenara &20 ° C. Se utilizé 5 pl por

cada 50 pl de volumen de reaccién para una concentracidndén@.2 uM para cada
cebadorLa mezcla de 50 ul de PCR contiene 1X de Taq polimerasa tampdn (invitrogen),
MgClI2 3 mM, 250 uM de dNTP, 2 ul de molde de ADN crudo, 1X de mezcla maestra de
los cebadores, 3,75 U de HotStarTaq (invitrogen) y agua estéril. Las condiciones de PCR
son: 95°C drante 15 min; 25 ciclos, consistiendo cada ciclo de: 95°C durante 1 min, 56°C
durante 1 min y 72°C durante 1 min y 72 ° C para una extension final de 5 min.
Examinaremos los amplicones en gel de agarosa al 1% en electroforesis (1X TBE Tris
borato- EDTA) tampdnde pH 8,2



Vill. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
Variable Subvariable Indicador Valor Criterio
Hubo colonias pequefias y
No fermenta el | crecimiento transparente
SMAC-T Sorbitol. bacteriano.
No hubo
crecimiento -
bacteriano.
b-D - Colonias color malva
galactosidasa Hubo (positivas) colonias azuleg
Aislamiento de b-D- crecimiento (negativo otras
Escherichia CHROMagar | glucuronidasa | bacteriano enterobacterias).
coli 0157
0O15%egun No hubo
EDA-BAM crecimiento
bacteriano -
No hay Turbidez.
Movilidad Negativo
Positivo Turbidez
MIO Indol Negativo Anillo Transparente
Positivo Anillo Rosado
Ornitina Negativo No hay Viraje de color
Positivo Intensificacion del color
violeta
Viraje de color del medio d
Citrato Azul de Positivo verde a azul




bromotimol Negativo No hay cambio de color
Negativo No hay Burbujas en
b-D- campana de Durham
EC galactosidasa Positivo Presencia de burbujas en
campana de Durham
b-D- Negativo No hay Fluorescencia
EC+MUG glucuronidasa,
4- Positivo Fluorescencia
metilumbeliferit
b-glucurénido
Métodos de Positivo Amplificaciéon de ADN
Deteccion de | extraccion con| Amplificacion (segun bandas de bp de Ic
Escherichia Agua estéril | de unfragmento genes investigados)
coli O157por | libre de ADN de ADN Negativo
PCR en especifico No hay Amplificacion de

convencional

ADN




IX.

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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3.5

2.5

15

0.5

SMAC-T

CHROMagar

Aislamiento deEscherichia coli0157 a traves de medios selectivos
y diferenciales.

m Positivos

m Negativo

Fuente: Tabld

Grafico 1. Aislamiento deEscherichia coliO157en carnemolida deres seguna

norma internacional FDA-BAM a través de medios selectivos y diferenciales

En Nicaragua no se reportan estudios en carne molida de res en el que se alla aislado
Escherichia cdl 0157, sin embargo existen estudios limitados en el area clinica en La
Universidad Autonoma de NicaragudJNAN-Ledn reailzada por Vilchez, n 2014
(Caracterizaciobn deEscherichia coli enterohemorragica en muestras diarreicas en

Hospitales d&icaragua.)




Con respecto al aislamiento Bscherichia coliO157 se decidié analizar la carne molida
fresca dees debida que dicho ganado es considerado como el principal reservori@de est
bacteria a nivel mundiaEn nuestro estudio $egré aislar5 de las 10 muestras analizadas
para Escherichia coliO157, lo que nos demuestra que dicha matriz debido a su
manipulacion esnassusceptible a una contaminacion microbiana poniendo en evidencia
las deficientes condiciondsgiénicasen la que este atierto fue procesado ademas de las
caracteristicas nutritivas propias de la carne, asi como su pH de 7.0 y una Temperatura
inadecuada superior a 5 °C son condiciones que favorecen el desarrollo de este tipo de

microorganismo.

Diversas investigaciones epidiedgicas como la realizada €anadéen la queaisl6 6
muestragde 64 en carnenolida En Espafia se recuperé 3 de 33 muestras analiZaaas
lima, PerUserealizé otra investigacion poHuguet J., B. Huapaya & E. Sa&@ en 2002
quelogré detectar 3nuedrasde 197 analizadas en carne molida picada su parte nueva
Zelanda seletermindla presencia descherichia coli0157, 1 de 750 muestras mezcladas

de carne molida y carne de cerdo.

En los resultados de los estudinencionadosinteriormente realizados pllonreal, 1996;
Hancock y col., 199/%epuede observanislamients inferiores a los resultados obtenidos
en nuestrainvestigacionen la queobtuvimos el 50% de aislamiento en las muestras
analizadas. Esto es importante mencionarlo por que dicha cacopssgeraestéril cuando

el animal aun esta vivo.

Es preciso considerar que el resultado obtenido en este estudio pude estar influenciado po
la calidad sanitaria del alimento que puede estar comprometido por la deficiencia de un
eslabon de la cadena de produccion, la eleccion de las muestras analizadas y el método
empleado para la deteccion de la bacteria. Como lo descrito en un estudadoeah el

Salvador en el que detecto un 23.3%kEgeherichia coliO157, constituyendo un desafio



para la determinacion de las fuentes de contaminacion y la respuesta de la problematica en
la manipulacion de los alimentoEl lograr aislar 50% denuestrasde la especie de
Escherichia coliO157 indica que el método utilizadg~DA-BAM) fue adecuado para el

aislamiento.

Figura 1. Deteccion Genesle virulencia presentes en muestras de Carne madé de res

por PCR Convencional.

50:50-:55. 55 55. E..55::57-SF .57, 5T E- 58 58 SO:CGNT _NT E

bp

Sxx2  548bp 500

eaed 397bp
Stxl  348bp
uidd 255

elxd  166bp

300
200
100

1L
5

Fuente: Resultado d@CR Convencional.

De las 10muestras procesadas Ppresentaron diferentes Genes de virulencia stx2, eaeA,
uidA y ehxA: Stx2 (2) muestras, uidA, eaeA, ehxA (5) muest@ssiderados como
caracteristicos d&. coli O157y que se presentan con elevada frecuencia en las cepas

aisladas en la mayoria de los paises del mundo segun Blanco et al. 2004.

Si bien los miembros de la familia de Stx muestran similitud en su estructura y funcion,
cada uno de los subtipos presentanges diferencias en su toxicidad en tejidos celulares y
en animales. Stx2 tiene una actividad citotoxico de 100 a 1000 veces superiosegBix1



Rivas, et al.2008.En Lima, Mora et al. 2007Asi mismo sea determinado que Stx y Stx2
son mas citotoxico en células Vegue lasvariantes Stx2c y Stx2d esto se debe a la
variantes de la secuencia nucleotica de la sub uBidadponsablde la unién de la toxina

al receptor Gb3

Los genes que difican los factores de virulencia provienen de fagos y plasmidos; pueden
no estar presentesdquirirse o perderséa ausencia de la produccion de estas toxinas
puede ser debida a la inestabilidad de los genes que se pierden como resultado de
repetitivoscultivos en el laboratorid?or lo tanto, es explicable que en paises en los cuales

no causan enfermedad o seyalencia es bajas dificil la deteccién deepas deéE. coli

0157.

Las cepas que carecen de factores de virulencia podrian adquirirlos por transferencia
horizontal de genes, en el intestino del humano o de animales, especialmente rumiantes o
en desagles domeésticos (Muniesa & Jofre 2@xterichiacoli debido a la plastidad de

sSu genoma es capaz de generar combinaciones de genes que pueden conducir a la aparicién
de cepas muy agresivasnoconferirpatogenicidadSe requieren otros gesmde virulencia

para adherirsg dafar la célula de la pared intestinal.

El periodo de incubaciées de 3 a 4 dias, aunque puséetan corto como dan dia o tan
largo como de ochdias. Por razones desconocidas, la excrecidn deli O157 varia con
la edad. Lo que se explica en nuestro estudio que los individuos que coosumiearne
molida deres preenten la infeccién asintomatica permanececomo portador parlgin

periodo después de habeirsfectado.



X. CONCLUSIONES

1. Se analizépor medio del Método Estandar Imacional FDABAM, un total de 2
lotes (10muestras) dearne molida de redel Mercado Ivan Montenegro, de las
cuales se aislaron 5 muestras (5086n las caracteristicas propias Becherichia
coli 0157comparadasonla cepa controlCECT5947n0o Toxigenica

2. En relacion a la técnica de PCR Convencional para la detecciBscterichia coli
0157 en carne molida de res se obtuvo un 50% de muestras positivas con genes de
virulencia (stx1/2, eaeA, uidA y ehxA) considerados como caracteristicos de

Escherichia colenterohemorragica.



Xl. RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Salud:

1. Aplicar programa de Vvigilancia epidemiolégica que permita detectar
oportunamente la presencia de cepa& deoli enterohemorragica O15%h carne
de res

2. ldentificarla presencia descherichia coli0157en otros tipos de alimentos como:
frutas, vegetales, lacteos, agua y otros tipos de carne. A si como también
clinicamente en muestras de heces de personas con padecimientos diarreicos de

origen bacteriano

A COMMEMA:

3. Alas autoridades sanitarias que verifiquen y monitoreen peridédicamente el estado y
calidad de las carnesn expendios de los mercadpgjue se les exija a estos
altimos el cumplimiento de las condiciones adecuadas de almacenamiento y
manipulacion de lasarnes desde que llega al establecimiento hasta las manos del
consumidor.

4. A los comerciantesgner en practica las medidas higiénicas sanitarias necesarias

en los expendios para la reduccion del riego de contaminacién.

5. A los distribuidores Cumplir commedidas higiénicas en la manipulaciéon y
procesamiento de las carnes para evitar contaminacion cruzada con dicho

microorganismo de interés evitando asi la infeccion en el consumidor.
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Tabla 1. Aislamiento deEscherichia coliO157a través de medios selectivos y
diferenciales.

Numero de SMAC-T* CHROMa E.coli 0157
Muestras gar*

1050* + + Presente
1051 - - Ausente
1052 - - Ausente
1053 - - Ausente
1054 - - Ausente
1055* + + Presente
1056 - - Ausente
1057* + + Presente
1058* + + Presente
1059* + + Presente

(+): Positivo;(-): Negativo

*Colonias caracteristicas de Escherichia coli 0157
*SMAC-T colonias pequefias transparentes, Sorbitol (
*CHROMagar colonias color malva.

Tabla 1.1. Aislamiento deEscherichia coliO157 en carne molida de res.

Cantidad %
Negativo 5 50
Positivo 5 50

total 10 100%




Tabla 3. Genes de virulencia presentes en muestras de Carne molida de res por PCR
Convencional.

1050* - - + + n
1051 - - - - -
1052 - - - - -
1053 - - - - -
1054 - - - - -
1055* - + + + +
1056 - - - - -
1057* - + + + +
1058* - - + + +
1059* - - + + +

(+): Positivo; €): Negativo

*cepas de E. Coli 0157 que presentan genes de virulencias.

Tabla 3.1. Deteccion dé&scherichia coliO157 por PCR convencional.

Cantidad %
Positivos 5 50
Negativos 5 50

Total 10 100




Tabla 4. Programa de Amplificacion

Etapa Temperatura® C Tiempo N° ciclos
Desnaturalizacion 95 15 min
Desnaturalizacion 95 1 min 25
Anillamiento 56 1 min
Extensién 72 1 min
Extensién 72 5 min

Tabla 5. Secuencias de cebadores de PCR y tamafios de amplificacion esperados

Gen Cebador Secuencia Amplificaciéon

Stx1 LP30 5" CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 3 348 bp
LP31 5"CACCAGACAATGTAACCGCTG &

Stx2 LP43 5 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG3 548 bp
LP44 5 GCGTCATCGTATACACAGGAGC 3

uidA PT-2 5 GCGAAAACTGTGGAATTGGG 3 252 bp
PT-3 5 TGATGCTCCATCACTTCCTG 3

eaeA AE22 5 ATTACCATCCACACAGACGGT 3 397 bp

AE20-2 5 ACAGCGTGGTTGGATCAACCT 3
ehxA MFS1Fb 5 GTTTATTCTGGGGCAGGCTC 3 166 bp

MFS1R

5 CTTCACGTCACCATACATAT 3




Tabla 6. Preparacion de Gel de Agarosa

Preparacion de TBE 10X Cantidad
Tris Base 108 g
Acido bérico 559
EDTA 7.44
Agua Destilada 1000 ml
TBE 1X

100 ml de TBE 1X + 900 ml de agua destilada

Gel de agarosa all%
1 g de agarosa + 100 ml de TBE 1X

Tabla 7. Protocolo PCR multiple

Corrida Mdltiple PCR -Convencional NOVA

25 de reaccion

Imx 3 mx [Final]
Buffer Taq [10X] 2.5 7.5 [1X]
MgCI2 [50 mM] 1 3 [3 mM]
Taq [5 U/ul] 0.75 2.25 3.75 U/l
Primer [10 puM] 1 3 0.2
DNTPs [5 mM] 1.25 3.75 0.2
Template 2.5 7.5
Agua 16 48

Total 25 75




Tabla 8. Cepas de Referencia

Escherichia coli 25922 Negativo

Escherichia coli CECT 5947 Positivo
Cepa no Toxigenica

Escherichia coli CECT 4783 Positivo
Cepa Toxigenica

Tabla 9. Preparcion de antibioticos

Segun las Norma 1SSA.6654:2001

Concentracion 0.05 mg/L

Cefixime 5,0 mg
Agua 100 ml

Concentracion 2.5 mg/L

Telurito de Potasio 0,25 mg
Agua 100 mi

Medio MacConkey + Sorbito + Telurito de Potasio + Cefixime

Composicion Volumen Concentracion
MacConkey + Sorbitol 1000 ml
Cefixime 2ml 0.1 mg/L

Telurito de Potasio 2ml 5 mg/L




Segun Manual AnaliticoBacteriologico

Suplemento para APBp Acriflav@efsulodinVancomicina (ACV)

Suplemento Concentracion Volumen / 450 ml Total de Muestra
APBp

Acriflavin 225 mg/ 100 ml 1.98 ml Para 1 mx

Cefsulodin 225 mg/ 100 ml 1.98 ml Para 1 mx

Vancomicina 180 mg/ 100 ml 1.98 ml Para 1 mx

Tabla 10. Preparacion de Medios de cultivo

Medio utilizado para fines generales para el cultivo de microorganismos fastidiosos y no
fastidiosos

Agar Tripticasa de Soja (TSA)

Triptona 159
Soitona 59
Cloruro de sodio 59
Agar 159
AD 1000 ml

pH finala 25°C 7,3 =
0,2




Medio selectivo y diferencial empleado para el aislamientésdierichia coliO157:H7

Agar MacConkey Sorbitol

Peptona 209
Sorbitol 109

Sales biliares N°3 159

Cloruro de sodio 50
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001 g
AD 1000 mi

Agar 159

pH finala25°C 7,1 +
0,2




II.  ANEXO
Flujograma Escherichia coli O157:H7

50 gr de Carne molida + 450 ml de APBp + 2 ml de Cagdplementos Acriflavin [225
mg/100 ml], Cefsulodin [225 mg/100ml] y Vancomicina [180 mg/100 ml].

¥

Incubar a 42C por 24oras.

v

9 ml de Agua esteril + 1 ml de enriquecimiento

Realizar dilucién de los 50 g derne + APBp + Suplementos AQY, 10* Nota:

1 ml

Madre 107!

De la madre tomar 1 ml para

separcidon inmunomagnetica ¢

Inocular el agar SMAC de la dilucion 18 y

dilucion 10* 100 ul.

Dynabeads.

v

Remover el magneto

v

Resuspender el Dynabeads.
Pipetear 20 pl en un vial

y

Adicionar 1 ml del pre
enriquecimiento v cerrar el tubo.

v

Invertir el Rack Dynal MPE e incubar &

Temperatura de cuarto por 10 minutos

Agitar continuamente.

v

Incubar a 37°C por 24 h

v

Observar colonias pequeiia
y transparentes

v

1
1
1
1
1

Realizar Bioquimicas

MIO
Citrato

VP

EC
EC+MUG.




Dynabeads Continuacién

v

Insertar el tubo en el plato magnético e invertir el rack por 3 minu

v

Abrir el tubo, aspirar y descartarfauestra

v

Adicionar 1 ml de agua de lavado PBS Teew 20

v

Repetir el paso-8

Repetir el Paso-3

v

lavado Listo para la Deteccién

Resuspender el Dynabeads con 100 ul del ague

v

v

Agregar 25 pl ahedio CHROMagar 0157

25 pl para El medio SMAC

v

Colonias pequefias, transparentes.

Colonias pequefias color malva

v




Equipos utilizados

Incubadora ThermoMixer C

Centrifuge 5424 Eppendorf

Campana de Bioseguridad
labconco



